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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
V zadnjem času je vse bolj prisoten in opažen problem kopičenja ter razpadanja plastike na 
manjše delce v morju, sladkih vodah in navsezadnje tudi na kopnem. Svetovna proizvodnja 
plastike strmo narašča in sledi povpraševanju, v letu 2016 je že presegla 335 milijonov ton 
(Plastics – the facts 2017). Plastika je v okolju podvržena abiotski in biotski razgradnji (Gewert 
in sod., 2015), pri čemer nastajajo delci različnih velikosti (Barnes in sod., 2009).  
 
Z izrazom mikroplastika označujemo plastične delce velikosti od 100 nm do 5 mm (Duis in 
Coors, 2016). Številni raziskovalci proučujejo onesnaženost okolja in vplive različnih oblik 
mikroplastike na organizme, ki jo lahko akumulirajo v telesu ali pa služi tudi kot vektor prenosa 
različnih kemikalij (Rillig, 2012). Večina raziskav je narejenih v morskem ekosistemu, nekatere 
izmed njih so pokazale direktne ali indirektne škodljive vplive mikroplastike na morske 
organizme (Lusher in sod., 2017). Kopenski ekosistem je zaradi človeških aktivnosti močno 
onesnažen z mikroplastiko, pa vendar obstaja zelo malo raziskav, ki proučujejo vpliv 
mikroplastike na kopenske organizme. Problem izhaja iz dejstva, da je bilo kopno do nedavnega 
prepoznano zgolj kot vir in transportna pot mikroplastike v morje (Horton in sod., 2017). Redke 
kopenske raziskave pa so potrdile kopičenje mikroplastike v telesih deževnikov (Gaylor in sod., 
2013), negativen vpliv na preživetje le-teh (Lwanga in sod., 2016) ter histopatološke 
spremembe in zmanjšane energetskih rezerv zaradi stresnega odziva imunskega sistema (pri 
deževniku Eisenia andrei Bouchné) (Rodriguez-Seijo in sod., 2017). Dosedanja edina študija s 
kopenskim raki Porcellio scaber je pokazala, da nekateri tipi mikroplastike po 14-dnevnem 
hranjenju nimajo vpliva na energetske rezerve ter prehranjevanje rakov (Jemec Kokalj in sod., 
2018b), vendar je potrebno opozoriti na kronične vplive po dolgotrajni izpostavljenosti živali 
plastiki, kar je v svoji raziskavi omenjal že Gregory (1999). 
 
Tekstilna plastična mikrovlakna (v nadaljevanju mikrovlakna), ki se sproščajo iz sintetičnih 
oblačil ali makroplastike v okolje, so bila do nedavnega prezrta skupina plastičnih onesnažil 
(Dris in sod., 2016a). Vir mikrovlaken v okolju so tekstilna industrija kot eden izmed glavnih 
onesnaževalcev (Bruce in sod., 2016) ter odpadne vode, ki nastajajo ob pranju sintetičnih 
oblačil (Napper and Thompson, 2016) in se stekajo v kanalizacije, potem pa v čistilne naprave, 
od koder nadaljujejo pot v vodni oziroma kopenski ekosistem (Cesa in sod., 2017).  
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Potencialni vpliv tekstilnih plastičnih mikrovlaken na kopenske organizme je nepoznan, znane 
so zgolj nekatere raziskave na vodnih organizmih, kot na primer: vodnih bolhah Daphnia 
magna (Jemec Kokalj in sod., 2016a), klapavicah Mytilus edulis (De Witte, 2014), morskih 
rakih Carcinus maenas (Watts in sod., 2015) in morskih črvih Arenicola marina (Wright in 
sod., 2013). 
 
1.2 NAMEN RAZISKOVANJA 
Namen magistrskega dela je proučiti vpliv tekstilnih plastičnih mikrovlaken (dolžine < 5 mm) 
na kopenske rake enakonožce (Porcellio scaber) po dolgotrajni štiritedenski izpostavitvi. 
Zanimalo nas je: (1) ali mikrovlakna različnih dolžin vplivajo na prehranjevanje rakov, (2) 
njihove energetske zaloge (3) ter preživetje oziroma (4) ali izbirajo med zemljo, ki ima prisotna 
mikrovlakna, in zemljo, ki mikrovlaken nima. Dodatno smo za primerjavo proučili tudi vpliv 
tekstilnih plastičnih mezovlaken (dolžine 11.81 ± 3.7 mm) (v nadaljevanju mezovlakna) na 
kopenske rake enakonožce (P. scaber).   
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
H1:  Prehranjevanje rakov enakonožcev po dolgotrajni izpostavitvi mikrovlaknom bo 
zmanjšano v primerjavi z neonesnaženo zemljo. 
H2: Kronična izpostavitev mikrovlaknom bo vplivala na nivo energetskih zalog v rakih. 
H3: Smrtnost rakov enakonožcev bo višja v zemlji z mikrovlakni v primerjavi z neonesnaženo 
zemljo. 
H4: Raki enakonožci bodo v izogibalnem testu izbirali zemljo brez mikrovlaken. 
H5: Predvidevamo, da bomo opazili razliko v vplivu mikro-/mezovlaken na kopenske rake.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 UVOD V PROBLEMATIKO ONESNAŽEVANJA Z MIKROPLASTIKO 
Globalna proizvodnja plastike in plastičnih materialov strmo narašča, v letu 2016 je svetovna 
proizvodnja plastike presegla 335 milijonov ton (Plastics – the facts, 2017). Razlog za to je 
vsekakor vse večje povpraševanje in prepričanje, da si brez uporabe plastike življenja v 
današnjem času preprosto ne moremo predstavljati. Thompson (2009) govori celo o »dobi 
plastike«, ki je zaradi vsestranskosti materiala, nizke mase, cenovne ugodnosti, obstojnosti in 
odpornosti na korozijo zavladala svetu. 
 
V zadnjih letih je čedalje bolj prisoten in opažen problem kopičenja in razpadanja plastike na 
kopnem, v svetovnih oceanih in sladkih vodah. Najpogostejše vrste  plastike so polipropilen 
(PP), polivinilklorid (PVC), polistiren (PS), polietilen (PE), polietilen tereftalat (PET) in 
poliuretan (PU) (Gewert in sod., 2015). Z razpadanjem plastike (Gewert in sod., 2015) nastajajo 
ostanki različnih velikosti, ki jih lahko razdelimo na mega (> 100 mm v premeru), makro (> 20 
mm), mezo (5–20 mm), mikro (< 5 mm) in nano (< 100 nm) plastiko (Barnes in sod., 2009; 
Andrady 2011). V zadnjem času se odpira mnogo problemov v povezavi z mikroplastiko, ki je 
splošno razširjena in dovolj majhna, da jo lahko organizmi privzamejo in se kopiči v 
prehranjevalnih verigah na različnih trofičnih nivojih, dodatno pa se nanjo lahko vežejo različna 
onesnažila in tako služi kot vektor prenosa (Rillig, 2012). 
  
Mikroplastika je trden sintetični organski polimer velikosti od 100 nm do 5 mm (Duis in Coors, 
2016). Širše mikroplastiko delimo na primarno, slednja označuje delce, ki so že ob vstopu v 
okolje manjši od 5 mm, ter sekundarno mikroplastiko, ki  nastane pod vplivom okolja, v 
katerem se nalaga. Primarna mikroplastika se uporablja  v industriji ali kot sestavina  
kozmetičnih pripravkov (Cole in sod., 2011). V morskem ekosistemu so plastični polimeri 
izpostavljeni UV sevanju, oksidantom in fizičnemu stresa ter biotskim vplivom, zaradi česar se 
postopoma razgrajujejo na manjše delce in lahko tvorijo tudi nanoplastiko (Gewert in sod. 2015; 
Mattsson in sod., 2015). Ključni element razumevanja interakcij mikroplastike v okolju je njena 
dinamična narava, ki je odvisna od oblike, velikosti, naboja in še drugih lastnosti (Galloway, 
2017).  
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Do nedavnega je bilo večina raziskav usmerjenih v spremljanje vpliva mikroplastike v morskem 
ekosistemu, kjer se kažejo direktni in indirektni škodljivi vplivi na morske organizme (Lusher 
in sod., 2017; Gardon in sod., 2018; Watts in sod., 2015; Cole in sod., 2013; Cole in sod., 2015; 
Rist in sod., 2016; Wright in sod., 2013). Za razliko od morskega ekosistema pa je bila 
problematika mikroplastike v sladkovodnem ekosistemu, ki tudi pomembno prispeva h 
kopičenju morske mikroplastike preko kanalizacijskih odplak, turizma, kmetijstva in 
industrijskih aktivnosti ter ostalih dejavnosti, do nedavnega zanemarjena (Wagner in sod., 
2014). Čeprav obstaja čedalje več raziskav in poročil o onesnaženosti z mikroplastiko in njenih 
vplivih na organizme v vodnem okolju, je kopenski ekosistem, ki je zaradi človekovih 
aktivnosti močno onesnažen z mikroplastiko, podobno kot sladkovodni ekosistem zapostavljen 
in obravnavan zgolj kot vir in transportna pot mikroplastike v morje (Horton in sod., 2017). 
2.2 MIKROPLASTIKA NA KOPNEM 
2.2.1 Viri mikroplastike in njihova usoda v kopenskem sistemu 
Mikroplastika je prisotna in se kopiči v zemlji od sredine 50-ih let prejšnjega stoletja, ko se je 
pričela proizvodnja. Mnogo kasneje so se začeli znanstveniki spraševati o potencialnih vplivih 
nakopičene mikroplastike na žive organizme najprej v morskem in nato sladkovodnem 
ekosistemu in navsezadnje tudi na kopnem, kjer živimo poleg ostalih živali tudi ljudje. 
  
Viri mikroplastike so številčni in raznoliki, kot so raznoliki pripravki, ki jih uporabljamo v 
vsakdanjem življenju. Pomemben vir plastičnih onesnažil za kopenski ekosistem so 
gospodinjske odplake, med katerimi je potrebno izpostaviti mikrovlakna plastike, ki se 
sproščajo v okolje z odpadnimi vodami iz pralnih strojev, ko peremo oblačila iz sintetičnih 
materialov (slika 1). 
 
Danes nepogrešljivi so pripomočki za osebno nego in kozmetični izdelki, med katerimi kroglice 
mikroplastike vsebujejo čistilna sredstva za obraz (t. i. »pilingi« ) in geli za tuširanje (Lei in 
sod., 2017). Prav tako si ne moremo predstavljati življenja brez prevoznega sredstva. Vsak dan 
prevozimo dolge razdalje po asfaltnih in drugih cestah, na katerih se obrabljajo in drobijo 
avtomobilske pnevmatike. Prispevek mikroplastike, ki nastaja z obrabljanjem pnevmatik, je 
sicer prikrit, pa vendar je ocenjeno, da dosega skoraj 5–10 % celotne količine mikroplastike, ki 
konča v morju. Še posebno pa bi nas moralo skrbeti, če se dokažejo škodljivi učinki 
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mikroplastike na ljudi, da 3–7 % delcev (PM2.5) v zraku izvira iz obrabljanja avtomobilskih 
pnevmatik (Kole in sod., 2017).  
 
Ko se mikroplastika sprosti v okolje, denimo v zemljo, se lahko nadalje razširja s pomočjo vetra 
ali pa k sekundarni tvorbi mikroplastike v zemlji prispevajo deževniki, ki z rahljanjem in 
vertikalnim mešanjem zemlje mikroplastiko ponesejo v globlje plasti zemlje. Dodatno lahko 
talna favna (pršice, kolemboli) s trganjem ali žvečenjem večjih delcev plastike ustvarja manjše 
delce in jih razširja (Rillig, 2012) (slika 1).  
 
 
Slika 1:Usoda mikroplastike v kopenskem sistemu in povezava s sladkimi vodami. Slika prikazuje potencialne 
onesnaževalce okolja z mikroplastiko in področja povečanih koncentracij (rdeče kroglice) mikroplastike (De 
Souza Machado in sod., 2018). 
 
2.2.2 Tekstilna mikrovlakna 
Sintetična vlakna so ena izmed mnogih oblik mikroplastike, ki jo najdemo v okolju. Vlakna 
plastike nastanejo iz sintetičnih oblačil ali pa makroplastike (Dris in sod., 2016a). Za vlakna 
mikroplastike tekstilnega izvora se uporablja izraz mikrovlakna (tekstilna plastična 
mikrovlakna). Slednji označuje enakomerno tanek (10 µm) vlaknat material skozi celotno 
dolžino, ki ni večja od 5 mm in manjša od 20 µm (Cesa in sod., 2017; Cole in sod., 2014). 
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Proizvodnja sintetičnih tekstilnih vlaken narašča vse od leta 1980, ko je bilo povpraševanje po 
poliestru ocenjeno na 5.2 milijona ton globalno, v letu 2014 pa kar 46.1 milijona ton 
(Carmichael, 2015). Tekstilna industrija je prepoznana kot eden izmed glavnih onesnaževalcev 
okolja z mikroplastiko, konkretno z mikrovlakni, ki se kopičijo v okolju (Bruce in sod. 2016). 
Zaskrbljujoča sta predvsem sproščanje potencialno strupenih kemikalij, ki jih uporabijo za 
obdelavo oblačil v proizvodnji, v okolje, in njihov potencialni vpliv na organizme (Bruce in 
sod. 2016). Za pomemben vir mikrovlaken v okolju veljajo odpadne vode iz naših domov, ki 
nastajajo ob pranju sintetičnih oblačil. Ocenjuje se, da se lahko pri enem pranju (povprečno 6 
kg oblačil) v okolje sprosti neverjetnih 700.000 vlaken (Napper and Thompson, 2016). 
Pomembno je opozoriti na mikrovlakna različnih dimenzij, ki nastajajo v odvisnosti od tipa 
sintetičnega materiala, ki ga peremo, oziroma modela pralnega stroja ter seveda vseh nastavitev 
in uporabe detergenta (Hartline in sod., 2016; Sillanpää and Sainio, 2017). Iz nekompaktnih 
tkanin se sprosti več mikrovlaken kot iz spranih. Tako se npr. iz flisa (poliester) pri enem pranju 
sprosti 7360 vlaken/m-2/L-1 (Almroth Carney in sod., 2018). Pirc in sod. (2016) so s poskusom 
ocenili, da se iz odeje iz poliestra (350 g), ki jo letno operemo 4-krat, in jakne iz flisa (500 g), 
ki jo letno operemo 8-krat, že ob enkratnem pranju sprosti 4.5 mg (odeja iz poliestra) oziroma 
6.5 mg (jakna iz flisa) mikrovlaken, kar pomeni 70 mg mikrovlaken letno na osebo. Za 
Slovenijo z dvema milijonoma prebivalcev to znese približno 144 kg mikrovlaken na leto. 
 
Podatkov o koncentraciji plastičnih tekstilnih mikrovlaken v kopenskem okolju ni, vendar pa 
Dris in sod. (2016a) poudarjajo, da pomembno prispeva k onesnaževanju tal z mikroplastiko 
tudi odlaganje mikrovlaken iz  zraka. Ugotovili so, da se v enem dnevu v okolici Pariza iz 
atmosfere na zemljo usede približno 2–355 delcev na kvadratni meter, med katerimi je večina 
mikrovlaken plastike. V drugi študiji so ocenili odlaganje plastičnih mikrovlaken in njihovo 
koncentracijo v prahu, pridobljenem s sesalcem, v zunanjem okolju ter v stanovanju. 
Koncentracije so se gibale med 1.0 in 60.0 vlaken/m3 v stanovanju, v zunanjem okolju pa so 
bile koncentracije znatno nižje, v razponu med 0.3 in 1.5 vlakna/m3 (Dris in sod., 2016b). Obe 
raziskavi potrjujeta obstoj plastičnih mikrovlaken v atmosferi in alternativno pot onesnaženja 
kopenskega okolja (Carr., 2017). K razširjanju mikrovlaken prispevajo tudi odpadne vode ob 
padavinah, ki izpirajo delce iz ozračja (Sutton in sod., 2016). 
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2.3 VPLIV MIKROPLASTIKE NA ORGANIZME 
2.3.1 Najpogostejši dokumentirani vplivi mikroplastike na nevretenčarje  
Večina raziskovalcev se ukvarja z raziskovanjem onesnaženosti okolja z mikroplastiko in njeno 
potencialno strupenostjo za morske in sladkovodne organizme (obširen pregled relevantne 
literature je v magistrskem delu Kunej, 2017). Ker bi bil celoten pregled objavljenih del o vplivu 
mikroplastike na morske in sladkovodne organizme preobširen in se tudi direktno ne navezuje 
na obravnavano tematiko, naj navedemo le nekaj primerov najpogosteje dokumentiranih 
mehanizmov delovanja na organizme.  
 
Raziskovalci so v želodcu in v črevesju številnih morskih organizmov našli velike količine 
akumuliranih mikrovlaken. Pri klapavicah (Mytilus edulis) z obale Belgije so po našli med 2.6 
in 5.1 vlakna (dolžine 200 do 1500 µm) na 10 g suhe mase živali (De Witte, 2014). Pri rakih 
(Carcinus maenas), ki so bili štiri tedne izpostavljeni polipropilenskim mikrovlaknom (1–5 
mm), so ugotovili zmanjšano stopnjo prehranjevanja in upad energetskih rezerv (Watts in sod., 
2015). Zmanjšane lipidne rezerve zaradi zmanjšanega privzema hrane so opazili tudi Wright in 
sod. (2013) pri morskih črvih (Arenicola marina), ki so jih za 4 tedne izpostavili 
polivinilkloridnim delcem mikroplastike. Pri biserni ostrigi (Pinctada margaritifera) 
mikroplastika (polistiren) ni imela vpliva na prehranjevanje, vplivala pa je na asimilacijo hrane 
in energetske rezerve po dvomesečni izpostavitvi (Gardon in sod., 2018). Jemec Kokalj in sod. 
(2016a) so preučevali zaužitje in vpliv tekstilnih mikrovlaken (PET, dolžina 62–1400 µm) na 
sladkovodnih rakih Daphnia magna po 48-urni izpostavitvi in ugotovili, da se je stopnja 
smrtnosti le-teh zvišala, hkrati pa so opazili tudi mikrovlakna v črevesju rakov, vendar pa so 
obe spremembi opazili le pri tistih, ki predhodno niso bili hranjeni z algami. V drugi raziskavi 
so Jemec Kokalj in sod. (2018a) ugotovili, da delci mikroplastike (velikosti 20–250 µm), 
pridobljeni iz čistilcev obraza, plastične vrečke ter polietilenskega tekstila, ne vplivajo na 
smrtnost zooplanktonskih rakov Daphnia magna in Artemia franciscana, je pa mikroplastika 
prisotna v črevesju. 
2.3.2 Vplivi na kopenske nevretenčarje 
Trenutno v literaturi obstaja malo podatkov o vplivu mikroplastike na kopenske organizme. 
Večina podatkov, ki so trenutno na voljo, poroča o vplivih na deževnike (Lwanga in sod., 2016; 
Rodriguez-Seijo in sod., 2017). Lwanga in sod. (2016) so pokazali, da polietilenska 
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mikrovlakna (< 150 µm) vplivajo na smrtnost deževnikov (Lumbricus terrestris), 
izpostavljenim polietilenskim mikrovlaknom v zemlji. Smrtnost po 60 dneh je bila višja pri 
koncentracijah 28, 45 in 60 % w/w mikroplastike v primerjavi s kontrolo in 7 % w/w 
izpostavitvijo (Lwanga in sod., 2016). Rodriguez-Seijo in sod. (2017) so za obdobje 28 dni 
izpostavili deževnike Eisenia andrei mikroplastiki iz polietilena (250–1000 μm), 
koncentracijam 62.5, 125, 250, 500 in 1000 mg/kg zemlje. Ugotovili so, da te izpostavitve 
nimajo vpliva na preživetje, število mladičev in telesno maso, dokumentirali pa so mehanske 
poškodbe črevesja ter imunski odziv.  
 
V nasprotju z zgoraj omenjenimi študijami pa so Jemec Kokalj in sod. (2018b) s 14-dnevnimi 
poskusi na rakih enakonožcih (Porcellio scaber) pokazali, da mikroplastika, pridobljena iz 
plastičnih vrečk in čistilcev obraza, ne vpliva na stopnjo prehranjevanja, maso živali in 
energetske rezerve (lipidi, glikogen in proteini) v prebavni žlezi teh rakov. Zato so avtorji 
predlagali nadaljnje študije kroničnih vplivov na rake, kar je tudi predmet te magistrske naloge.  
2.4 POSKUSNI ORGANIZEM KOPENSKI RAK ENAKONOŽEC PORCELLIO SCABER 
2.4.1 Razlogi za izbiro testnega organizma 
Znotraj skupine rakov je takson Oniscidea edini podred, ki vsebuje oziroma sestoji iz vrst, ki 
naseljujejo kopno okolje. Večina enakonožcev (red Isopoda) je neodvisnih od vodnega okolja 
in so razvili prilagoditve za življenje na kopnem (Zimmer, 2002). Njihova ekološka vloga v 
ekosistemu je dekompozicija rastlinskega materiala, zato so pomemben element v 
prehranjevalni verigi (Hornung in sod., 1998).  
 
Navadni prašiček Porcellio scaber (Latreille, 1804) (slika 2) je najbolj razširjen kopenski 
enakonožec, je prebivalec gozdov zahodne in centralne Evrope, poseljuje tudi vrtove in kleti v 
človeških habitatih (Wang in Schreiber, 1999; Hornung in sod., 1998). Njegov edinstven 
metabolizem mu omogoča akumulacijo velike količine kovin, še posebno bakra (Hopkin in 
James, 1998; Hopkin in sod., 1993), zato rake enakonožce označujemo kot bioakumulatorje 
(Paoletti in Hassall, 1999). V okolju se hitro odzovejo na različne tipe  onesnažil, kar se odraža 
v zvišani stopnji smrtnosti, izgubi biomase in zmanjšani stopnji prehranjevanja (Hopkin in 
Jones., 1998). Ker pa so tudi sami plen predatorjev, se nakopičena onesnažila lahko akumulirajo 
na višjem trofičnem nivoju v prehranjevalni verigi. Poleg omenjenih mehanizmov ravnanja s 
strupenimi kemikalijami pa so enakonožci razvili vedenjske odzive na kovine v hrani ali okolju, 
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ki vodijo v prehranjevalno vedenje oziroma izogibalno vedenje (Loureiro in sod., 2005; 
Loureiro in sod., 2006). Zaradi prej omenjene svojevrstne lastnosti so raki enakonožci primerni 
za testiranje vpliva kemikalij na organizme. Enostavna in ponovljiva metoda merjenja porabe 
hrane omogoča oceno kvarnih učinkov kemikalij na rakih enakonožcih (Drobne in Hopkin., 
1994). Drobne in Hopkin (1994, 1995) sta razvila prvi ekotoksikološki laboratorijski test za 
ocenjevanje subletalnih vplivov kemikalij na kopenske enakonožce. Kopenski raki enakonožci 
se na različne načine odzovejo na povišane koncentracije kemikalij v hrani, med najbolj 
ustreznimi odzivi so spremembe v razmnoževanju, stopnji prehranjevanja in strukturi prebavnih 
žlez (Drobne, 1997).  
 
Dejstva, ki podpirajo rake enakonožce (Porcellio scaber) kot testne organizme (Hornung in 
sod., 1998; Drobne in Hopkin, 1994): 
 enostavni za gojenje v laboratoriju (dnevno-nočni ritem: 16/8 ur, temperatura 20 °C, 
vlažnost < 50 %), 
 pogosta vrsta, razširjena po Evropi in svetu, v naravnih in antropogenih habitatih, 
 relativno enostavni za rokovanje in izvajanje poskusov, 
 bioakumulatorji kovin, 
 veliko poznanih odzivov na povečane subletalne koncentracije onesnažil 
(biomarkerjev). 
 
 
  
Slika 2:Kopenski rak enakonožec vrste Porcellio scaber Latreille (Foto: Jemec Kokalj A., 2018) 
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2.4.2 Energetsko bogate molekule kot pokazatelj učinka kemikalij 
V ekotoksikoloških raziskavah se pogosto uporabljajo energetsko bogate molekule (proteini, 
glikogen in lipidi), kot biomarkerji. Znano je, da lahko raki vse tri tipe energetsko bogatih 
molekul uporabljajo kot založne snovi (Sanchez-Paz in sod., 2006).  
 
Pri kopenskih rakih enakonožcih je mesto skladiščenja energetsko bogatih molekul v prebavni 
žlezi, imenovani hepatopankreas, ki poleg enostavne prebavne cevi gradi prebavni sistem rakov 
enakonožcev. Prebavno cev lahko razdelimo na sprednje in zadnje črevo, ki sta ektodermalnega 
nastanka in prekrita s kutikulo, ter srednje črevo endodermalnega nastanka, katerega del je tudi 
prebavna žleza hepatopankreas, zgrajena iz dveh parov slepo zaprtih cevk. Funkcija prebavne 
žleze je izločanje črevesnih sokov z encimi in skladiščenje snovi. Pri kopenskih rakih se 
glikogen in lipidi skladiščijo v celicah B (Zimmer, 2002; Hopkin in Hames, 1989).  
 
V naši raziskavi smo preverjali količino energetsko bogatih molekul kopenskih rakov 
enakonožcev vrste P. scaber, po 4-tedenski izpostavitvi mikro-/mezovlaknom v zemlji. Tudi 
Jemec Kokalj in sod. (2016b) so v 14-dnevnem poskusu na kopenskih rakih enakonožcih 
(P.scaber), testirali vpliv TiO2 na energetske rezerve (proteini, lipidi in glikogen v prebavni 
žlezi). Količino energetsko bogatih molekul, kot biomarker, so uporabili tudi številni drugi 
raziskovalci (Gardon in sod., 2018; Jemec Kokalj in sod., 2018b; Wright in sod., 2013). 
  
Dolar A. Vpliv mikroplastike na prehranjevanje ter rast kopenskih rakov enakonožcev po dolgotrajni izpostavitvi. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 
 
11 
 
3 MATERIAL IN METODE 
3.1 NAČRT POSKUSA 
Idejna zasnova naloge temelji na dveh ločenih poskusih s kopenskimi raki enakonožci vrste 
Porcellio scaber, ki smo jih za štiri tedne izpostavili petim različnim koncentracijam 
mezovlaken (1. poskus) in mikrovlaken (2. poskus) v zemlji in seveda zemlji brez le-teh 
(kontrola). 
V obeh poskusih smo sproti spremljali smrtnost in prehranjevanje. Dodatno smo za 
mikrovlakna izpeljali še test izbire, s katerim smo želeli preveriti, ali se pri rakih enakonožcih 
pojavlja izbirno vedenje med zemljo z mikrovlakni ali brez njih. Zaradi pomanjkanja 
mezovlaken za te nismo mogli izvesti testa izbire. 
Preživele živali štiritedenskega poskusa smo stehtali in secirali, ločili črevo od telesa ter opravili 
analizo količine lipidov, ogljikovih hidratov ter proteinov v preostanku telesa rakov brez 
črevesja. 
Poskuse smo izvedli s 5 testnimi koncentracijami: 0.02; 0.06; 0.17; 0.5 in 1.5 % w/w suhe 
zemlje. Te koncentracije smo izbrali na osnovi dogovora s kolegi iz tujine, ki opravljajo 
identično študijo na drugih kopenskih organizmih (prof. Cornelis A M (Kees) van Gestel, 
Department of Ecological Science, Vrije Universiteit Amsterdam). Najnižje koncentracije so 
blizu realnim okoljskim koncentracijam (preglednica 1).  
Preglednica 1: Načrt poskusa z mikrovlakni in  mezovlakni. 
VZOREC Konc. mikro-/mezovlaken %  
w w-1 v suhi zemlji 
Število 
ponovitev 
Število živali na 
ponovitev 
M
ez
o
v
la
k
n
a
 
0 (kontrola) 5 5 
0.02 5 5 
0.06 5 5 
0.17 5 5 
0.5 5 5 
1.5 5 5 
 SKUPAJ Σ = 30 Σ = 150 
 
M
ik
ro
v
la
k
n
a
 0 (kontrola) 5 5 
0.02 5 5 
0.06 5 5 
0.17 5 5 
0.5 5 5 
1.5 5 5 
 SKUPAJ Σ = 30 Σ = 150 
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Poskus smo izvedli v steklenih lončkih (v nadaljevanju poskusni lončki), v katere smo dodali 
zemljo z mikro-/mezovlakni ali brez njih (kontrola), posušene liste navadne leske (Corylus 
avellana) in rake enakonožce vrste Porcellio scaber (5 osebkov na lonček) (preglednica 1). Vse 
poskusne lončke smo hranili v vivariju v temi, pri konstantnih pogojih. Na 2–3 dni smo 
preverjali in vzdrževali vlažnost (40 % WHC; zadrževalna kapaciteta vode) zemlje v 
posameznih poskusnih lončkih in preverjali smrtnost. Sprva po dveh tednih in nato vsak teden 
do konca poskusa smo tehtali liste iz vsakega poskusnega lončka ter po potrebi že sproti 
dodajali nove posušene liste navadne leske (Corylus avellana), če so jih raki pojedli. 
3.2 GOJENJE IN IZBOR ŽIVALI ZA POSKUS 
Pred pričetkom eksperimentalnega dela smo že nabrane kopenske rake enakonožce vrste 
Porcellio scaber v okolici Lukovice pri Domžalah pripravili in jih aklimatizirali v vivariju. 
Zaradi pomanjkanja živali smo za drugi poskus uporabili živali, ki smo jih pridobili z druge 
lokacije, in sicer v kompostniku za hišo v Ljubljani. Živali v vivariju so bile gojene v steklenih 
in plastičnih terarijih z zemljo, listjem in lubjem, v temi, pri visoki relativni vlažnosti, 
konstantni temperaturi (20 ± 2 °C). Na vsaka dva tedna smo izdatno popršili vivarij z vodo in s 
tem skrbeli za konstantno vlažnost v terariju, občasno smo dodali tudi koščke krompirja ali 
jabolka. 
Izmed predhodno aklimatiziranih rakov enakonožcev smo za vsak poskus izbrali 150 (skupaj 
300) vitalnih osebkov obeh spolov, ki smo jih preverili pod stereolupo. Rake, ki so se levili ali 
bili tik pred levitvijo, ter samice z marzupiji smo iz poskusa izločili. Povprečna masa izbranih 
rakov je bila 44.6 ± 12 mg. 
3.3 PRIPRAVA TEKSTILNIH PLASTIČNIH MIKRO- IN MEZOVLAKEN  
Za 1. poskus smo uporabili tekstilna plastična mezovlakna (slika 3) iz poliestra (PET), ki smo 
jih pridobili s česanjem z rožnate odeje. Mezovlakna merijo 11.81 ± 3.7 mm v dolžino 
(pomerjeno na 21 vlaknih pod stereolupo). 
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Slika 3: Tekstilna plastična mezovlakna iz poliestra, počesana z odeje (Foto: Dolar A., 2018). 
V 2. poskusu pa smo uporabili isto rožnato odejo iz poliestra (PET) in pripravili tekstilna 
plastična mikrovlakna (slika 4, 6). Zmleti vzorec predstavljajo mikrovlakna dolžine od 15 µm 
do 1288 µm, široka pa so v povprečju 23.5 ± 5.04 µm. 
 
Slika 4: Tekstilna plastična mikrovlakna iz poliestra. Slika je bila posneta s stereolupo Leica MZ FLIII (Foto: 
Dolar A., 2018). 
Mikrovlakna smo pripravljali s homogenizatorjem Mill Mix 20 (slika 5). Najprej smo odejo iz 
poliestra razrezali na manjše koščke velikosti približno 0.5 cm2. Nato smo natehtali 0.5 g 
koščkov odeje ter jih pretresli v jekleno komoro s kapaciteto 50 ml, dodali kroglico in komoro 
zamrznili v tekočem dušiku (5 min). Mletje je potekalo pri najvišji frekvenci in 2.5 minute. 
Dolar A. Vpliv mikroplastike na prehranjevanje ter rast kopenskih rakov enakonožcev po dolgotrajni izpostavitvi. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 
 
14 
 
Preskusili smo tudi, ali čas mletja vpliva na velikost pridobljenih vlaken. Ugotovili smo, da 
časa 1.5 in 2 min še nista dovolj dolga za učinkovito mletje, pri času 3 minute pa so bili rezultati 
identični tistemu pri 2.5 min.  
 
Slika 5: Homogenizator Mill Mix 20 za pripravo mikrovlaken (Foto: Dolar A., 2018). 
 
3.4 IZVEDBA POSKUSA 
Oba poskusa, tako z mezovlakni kot mikrovlakni, smo izvedli po enakem postopku.  
3.4.1 Zasnova poskusa  
Poskusne žival smo izpostavili naslednjim koncentracijam mezo- oziroma mikrovlaknen v 
zemlji: 0; 0.02; 0.06; 0.17; 0.5 in 1.5 % w w-1. Na 100 g suhe zemlje LUFA smo dodali 0.02 g 
tekstilnih mikrovlaken plastike za prvo koncentracijo (0.02 % w w-1). Kontrola je bila brez 
mikro-/mezovlaken. 
 
V steklene poskusne lončke (slika 7, 8) s prostornino 200 ml in s preluknjanim pokrovčkom 
smo natehtali 30 g zmesi suhe zemlje (LUFA) in mikrovlaken oz. mezovlaken ustrezne 
koncentracije (g/100 g suhe zemlje; % w w-1) ter dodali primeren volumen destilirane vode za 
potrebno vlažnost (40 % WHC; zadrževalna kapaciteta vode) za kopenske rake enakonožce. Na 
30 g suhe zemlje (LUFA) smo dodali 1.3 ml destilirane vode za 40 % WHC.  
 
Za posamezno koncentracijo mikrovlaken/mezovlaken plastike (% w w-1) in kontrolo smo 
pripravili 5 ponovitev, skupaj 30 poskusnih lončkov. V vsak označen lonček smo dali 5 
poskusnih živali in jih stehtali – skupaj vseh 5 živali/lonček. Živali smo ponovno stehtali po 
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štirih tednih poskusa. Poskusne lončke smo na pladnju postavili v vivarij za štiri tedne. Med 
poskusom smo preverjali smrtnost, maso listov in vlažnost zemlje. 
 
Slika 6: Mikrovlakna v zemlji (LUFA); 1.5 % w w-1. Slika je bila posneta s stereolupo Leica MZ FLIII (Foto: 
Dolar A., 2018). 
 
 
Slika 7: Poskusni lonček s kopenskimi raki enakonožci vrste Porcellio scaber (Foto Dolar A., 2018). 
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Slika 8: Poskusni lončki z zemljo z mikro-/mezovlakni, posušenimi listi navadne leske (Corylus avellana) in 
poskusnimi organizmi (Foto: Dolar A., 2018). 
3.4.2 Spremljanje poteka poskusa 
Poskusne lončke smo imeli v vivariju, v temi in pri konstantni temperaturi (20 ± 2 °C). Vlažnost 
zemlje (40 % WHC) z mikro-/mezovlakni smo preverjali na 2–3 dni in po potrebi dodali 
ustrezen volumen destilirane vode v posamezne poskusne lončke. Pri tem smo pazili, da smo 
destilirano vodo dodajali čim bolj razpršeno po celotni površini zemlje in hkrati ne na poskusne 
živali ali posušene liste navadne leske (Corylus avellana). 
 
Sprva po dveh tednih in nato vsak teden do konca poskusa smo menjali liste v vseh poskusnih 
lončkih. Ostanke listov smo skrbno pobrali iz lončkov in jih sušili 24 ur v označenih plastičnih 
petrijevkah. Sočasno smo v poskusne lončke dodali nove posušene liste navadne leske (Corylus 
avellana), tako da so imeli kopenski raki enakonožci hrano ves čas na razpolago. Posušene liste 
navadne leske (Corylus avellana) smo nato stehtali in pridobili podatek o prehranjevanju rakov 
glede na dejansko preživetje. Na koncu štiritedenskega poskusa smo izračunali prehranjevanje 
rakov v zemlji z različnimi koncentracijami mikro-/mezovlaken (% w w-1). Pri računanju smo 
upoštevali smrtnost ter mrtve živali izločili iz izračuna.  
 
Sočasno z vlažnostjo pa smo spremljali tudi smrtnost rakov v poskusu. Če smo opazili mrtvega 
raka v poskusnem lončku, smo ga odstranili, da bi se izognili dodatnim okužbam ostalih 
poskusnih živali.  
 
Ob zaključku štiritedenskega poskusa smo še zadnjič posušili liste navadne leske (Corylus 
avellana) in jih stehtali.  
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3.4.3 Sekcija poskusnih organizmov 
Poskusne organizme, ki smo jih izpostavili različnim koncentracijam  mikrovlaken oziroma 
mezovlaken in ob koncu poskusa stehtali, smo secirali. S secirnimi škarjami smo rakom 
enakonožcem odrezali glavo in zadek ter s preparirno pinceto na zadnjem koncu telesa izvlekli 
črevo. Če se je prebavna žleza hepatopankreas držala črevesja, smo jo ločili in skupaj s telesom 
raka shranili v označeni 1.5 ml mikrocentrifugirki. Izvlečeno črevesje smo shranili v ločeni 2 
ml mikrocentrifugirki, še pred tem pa ocenili, ali je črevo polno, napol polno ali prazno. Na 
opisan način smo secirali vse preživele poskusne živali. Telesa rakov s prebavno žlezo in 
črevesja smo shranili v zamrzovalniku pri –20 °C za nadaljnje poskuse. 
3.4.4 Merjenje energetsko bogatih molekul 
3.4.4.1 Homogenizacija 
Zamrznjene rake enakonožce brez črevesja smo odmrznili na sobni temperaturi in stehtali 
vsakega posebej. To maso živali smo uporabili pri izračunu energetskih rezerv (glej poglavje 
3.5.) V nadaljevanju smo si pripravili 100 mM kalij fosfatnega pufra (pH= 7.0), odmrznjene in 
stehtane rake pa dali v steklene epruvete za homogenizacijo, vsakega v svojo, ter dodali še 1 
ml 100 mM kalij fosfatnega pufra. Steklene epruvete z raki smo postavili na led. S 
homogenizerjem (IKA T10 basic, ULTRA-TURRAX) (slika 9) smo rake homogenizirali (1 
min, srednja hitrost) in pripravili homogenat, ki smo ga do uporabe prav tako hranili na ledu. 
Pred uporabo smo homogenizer dobro sprali s 70-odstotnim etanolom (EtOH) in destilirano 
vodo. Rezilo homogenizerja smo spirali z destilirano vodo pri vsaki menjavi vzorca in se s tem 
izognili morebitni kontaminaciji.  
 
Homogenizirane vzorce smo nadalje uporabili za določitev količine ogljikovih hidratov in 
lipidov ter proteinov rakov enakonožcev vrste P. scaber. Dnevno smo homogenizirali 20 rakov 
in določili količino lipidov in ogljikovih hidratov. Vzorce homogenata za določitev količine 
proteinov smo do uporabe shranili v zamrzovalniku (–20 °C). 
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Slika 9: Homogenizer IKA T10 basic, ULTRA-TURRAX (Foto: Dolar A., 2018). 
3.4.4.2 Merjenje količine ogljikovih hidratov 
V 2 ml mikrocentrifugirki smo zmešali 300 µl homogenata posamezne živali in 100 µl 15 % 
triklorocetne kisline (Sigma). Za slepi vzorec smo namesto homogenata dodali 300 µl 100 mM 
kalij fosfatnega pufra (pH= 7.0). Po stresanju (90 s) na stresalniku (VIBROMIX 114, Tehtnica) 
smo vzorce inkubirali na –20 °C za 15 min ter jih centrifugirali (Centric 322 B, Tehtnica) 10 
minut pri 1000 g. V naslednjem koraku smo odvzeli 300 µl supernatanta in dodali 300 µl 
destilirane vode. V nadaljevanju smo delali v paralelkah. Iz redčitve smo vzeli 150 µl vzorca, 
slepega vzorca oziroma standarda in ga prenesli v stekleno epruveto ter v digestoriju dodali 450 
µl žveplene (VI) kisline (H2SO4; Merck). Pri tem smo pazili, da smo kislino dodali v vsak 
vzorec na enak način. V nadaljevanju smo vzorce stresali (90 s), ohladili in prenesli 200 µl 
vzorca na mikrotitrno ploščo s 96 jamicami (Sarstedt). Absorbanco ogljikovih hidratov smo 
pomerili s čitalcem (Thermo multiskan spectrum 2005, Zda) pri valovni dolžini 315 nm. Pri 
kontroli in 0.06 % w w-1 mezovlaken v zemlji smo naredili metodološko napako, zato je 
analiziranih živali zgolj 9. 
 
Za standard smo uporabili glukozo v prahu (Merck), ki smo jo raztopili v destilirani vodi. 
Pripravili smo založno raztopino 5 mg/ml glukoze, iz katere smo v nadaljevanju pripravili 
standarde z 0, 0.016, 0.0315, 0.0625, 0.125, 0.25 in 0.5 mg/ml glukoze v destilirani vodi. 
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3.4.4.3 Merjenje količine lipidov 
Vzporedno z določitvijo količine ogljikovih hidratov smo določili še količino lipidov. V 
stekleno epruveto smo odpipetirali 300 µl homogenata in dodali 500 µl metanola (Merck) ter 
500 µl kloroforma (Merck). Za slepi vzorec smo uporabili 300 µl 100 mM kalij fosfatnega pufra 
(pH = 7.0) namesto homogenata. Epruvete smo pokrili s pokrovčki in stresali (90 s) na 
stresalniku (VIBROMIX 114, Tehtnica), nato pa dodali še 250 µl destilirane vode ter znova 
stresali. Vso vsebino epruvete smo prenesli v 2 ml mikrocentrifugirko in centrifugirali (Centric 
322 B, Tehtnica) 10 min pri 1000 g. V nadaljevanju smo delali v treh paralelkah in odvzeli 100 
µl spodnje faze, prenesli v novo stekleno epruveto in dodali 500 µl H2SO4 (Merck). Podobno 
kot pri ogljikovih hidratih smo tudi tukaj pazili na dodajanje kisline v vzorce. Epruvete smo 
inkubirali na 200 °C (Termoblok TBSE) za 15 min. Po segrevanju smo vzorce ohladili, dodali 
500 µl destilirne vode in stresali (90 s) na stresalniku. 200 µl vzorca smo nanesli na mikrotitrno 
ploščo s 96 jamicami (Sarstedt) (slika 10) in s čitalcem (Thermo multiskan spectrum 2005, 
ZDA) pomerili absorbanco lipidov pri 375 nm. Pri 0.06 % w w-1 mezovlaken v zemlji smo 
naredili metodološko napako, zato je analiziranih živali le 9. 
 
Za standard smo uporabili glicerol tripalmitat (Sigma) v prahu, ki smo ga raztopili v 
kloroformu. Pripravili smo založno raztopino 3.2 mg/ml glicerol tripalmitata, iz katerega smo 
pripravili standarde z 0.4, 0.2, 0.1, 0.05 in 0 mg/ml glicerol tripalmitata v kloroformu. 
 
Slika 10: Mikrotitrna plošča s 96 jamicami in nanešenimi vzorci lipidov (Foto: Dolar A., 2018). 
Dolar A. Vpliv mikroplastike na prehranjevanje ter rast kopenskih rakov enakonožcev po dolgotrajni izpostavitvi. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 
 
20 
 
3.4.4.4 Merjenje količine proteinov 
Za določitev količine proteinov smo odmrznili shranjene vzorce homogenata poskusnih živali 
v zamrzovalniku (–20 °C), stresali na stresalniku (VIBROMIX 114, Tehtnica) in v mikrotitrno 
ploščo s 96 jamicami (Sarstedt) nanesli 10 µl vzorca v paralelkah za vsak vzorec, standard in 
slepi vzorec, za katerega smo uporabili 100 mM kalij fosfatni pufer (pH= 7.0). V nadaljevanju 
smo v razmerju 50 : 1 zmešali reagenta A in B (Pierce BCA Protein Assay; Pierce) ter z 
multikanalno pipeto dodali 100 µl mešanice A in B na mikrotitrno ploščo. Mikrotitrno ploščo 
z vzorci (slika 11) smo inkubirali 30 min na 37 °C. Absorbanco smo pomerili pri 562 nm 
valovne dolžine na čitalcu (Infinite F NANO+). 
 
Standarde smo pripravili iz 200 mg/ml založne raztopine govejega serumskega albumina (BSA, 
Sigma). Z redčenjem založne raztopine z destilirano vodo smo pripravili standarde z 2, 1.5, 1, 
0.75, 0.5, 0.25, 0.125  in 0 mg/ml BSA. 
 
Slika 11: Mikrotitrna plošča s 96 jamicami z vzorci in mešanico reagentov A in B za določanje količine proteinov 
(Foto: Dolar A., 2018). 
3.4.5 Akutni 48-urni test izbire 
Test smo pripravili zgolj za mikrovlakna, saj nam je mezovlaken zmanjkalo oziroma smo jih 
imeli premalo za izvedbo poskusa. Uporabili smo 125 ml plastične lončke, v katere smo dali 
20 g suhe zemlje (LUFA) z različnimi koncentracijami (% w w-1) mikrovlaken in ustrezno 
vlažnostjo (40 % WHC). Pripravili smo pare plastičnih lončkov (slika 12), ki smo jih povezali 
z odrezkom Pasteurjeve pipete za nemoten prehod živali med obema lončkoma. V enem od 
lončkov, ki sta tvorila par, je bila zemlja brez mikrovlaken, v drugem pa zemlja z mikrovlakni. 
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Tako so imeli poskusni organizmi izbiro med onesnaženo in neonesnaženo zemljo. V vsak par 
lončkov smo dodali 10 poskusnih organizmov, pet v lonček z zemljo brez mikrovlaken in pet v 
lonček z mikrovlakni v zemlji. Za posamezno koncentracijo mikrovlaken smo pripravili 5 
ponovitev. Lončke smo pokrili s pokrovom, v katerega smo naredili luknjice, in pare lončkov 
naključno razporedili po pladnju ter prenesli v vivarij v temo za 48 ur. Dodatno smo pripravili 
tudi pare lončkov, v katerih smo testirali izbiro med najnižjo (0.02 % w w-1) in najvišjo (1.5 % 
w w-1) koncentracijo mikrovlaken v zemlji. Po končanem poskusu smo pregledali pare lončkov 
in prešteli živali v posameznem lončku ter izračunali njihov delež v kontroli in zemlji z 
mikrovlakni. 
 
Slika 12: Poskusni par lončkov (od zgoraj) za izbirni test za kopenske rake enakonožce (Foto: Dolar A., 2018). 
3.5 ANALIZA PODATKOV 
V programu Excel 2007 smo podatke zbirali in grobo obdelali, izrisali umeritvene krivulje za 
standarde lipidov, ogljikovih hidratov in proteinov pri energetskih rezervah ter izdelali tabele. 
Energetsko bogate molekule smo podali kot: µg COH ali lipidov ali proteinov/mg sveže mase 
živali.  
 
Za statistično obdelavo podatkov in izris grafov smo uporabili program OriginPro 8. 
Porazdelitev podatkov smo preverjali s Kolmogorov-Smirnovim testom, ker pa podatki niso 
bili normalno porazdeljeni, smo uporabili neparametrične teste. Tako smo primerjavo kontrolne 
skupine s skupinami z različnimi koncentracijami (% w w-1) mikro-/mezovlaken plastike v 
zemlji in med skupinami izvedli z Mann-Whitney testom. Za primerjavo sveže mase poskusnih 
živali iz posamezne skupine ob začetku in koncu poskusa pa smo uporabili Wilcoxonov test 
enakovrednih parov. Interval zaupanja pri vseh statističnih testih je bil 95 %, oziroma 5-
odstotna stopnja značilnosti (p < 0.05).   
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4 REZULTATI 
V poglavju so predstavljeni rezultati štiritedenskih poskusov kopenskih rakov enakonožcev (P. 
scaber), ki smo jih izpostavili zemlji z različnimi koncentracijami mikro-/mezovlaken. Podatki 
prikazujejo sveže mase rakov pred poskusom in po njem, njihovo preživetje oziroma smrtnost 
med poskusom, stopnjo prehranjevanja, izogibalno vedenje oziroma izbiro okolja z 
mikrovlakni ali brez njih. Nadalje so predstavljene še energetsko bogate molekule (lipidi, 
ogljikovi hidrati in proteini). 
4.1 REZULTATI SVEŽE MASE ŽIVALI 
Poskusne živali smo stehtali pred štiritedenskem poskusom in po njem ter izračunali povprečno 
svežo maso rakov na skupino, pri čemer smo upoštevali tudi smrtnost živali med poskusom. S 
parno primerjavo nismo ugotovili statistično značilnih (Wilcoxonov test enakovrednih parov, 
p < 0.05) razlik v sveži masi rakov, izpostavljenih mikrovlaknom (slika 14) in mezovlaknom 
(slika 13) pred poskusom in po njem. 
 
 
Slika 13: Primerjava povprečne sveže mase rakov med kontrolno skupino in skupinami z različnimi 
koncentracijami mezovlaken (g /100 g suhe zemlje) na začetku poskusa in na koncu poskusa (po 4 tednih). 
Prikazujemo tudi razliko v masi. Narisane so povprečne vrednosti, izračunane za 5 lončkov ± standardna napaka. 
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Slika 14: Primerjava povprečne sveže mase rakov med kontrolno skupino in skupinami z različnimi 
koncentracijami mikrovlaken (g/100 g suhe zemlje) na začetku poskusa in na koncu poskusa (po 4 tednih). 
Prikazujemo tudi razliko v masi. Narisane so povprečne vrednosti, izračunane za 5 lončkov ± standardna napaka. 
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4.2 REZULTATI PREŽIVETJA ŽIVALI  
Med poskusom smo spremljali smrtnost rakov pri različnih koncentracijah mikro-/mezovlaken 
v zemlji (preglednica 2). Smrtnost je bila večja v drugi polovici poskusov (14.–28. dan). S 
poskusom nismo ugotovili statistično značilnih (Mann-Whitney test, p < 0.05) razlik v stopnji 
preživetja rakov na koncu poskusa v primerjavi s kontrolno skupino (slika 15). Največja 
smrtnost je bila pri koncentraciji 0.5% mikrovlaken, in sicer cca. 30 %.   
Preglednica 2: Smrtnost poskusnih organizmov (število mrtvih živali/št. izpostavljenih živali), izpostavljenih 
različnim koncentracijam (g/100 g suhe zemlje) mikro-/mezovlaken. Število vseh izpostavljenih živali je 25. 
  Koncentracija mikro-/mezovlaken (% w w
-1) v zemlji 
Vzorec Obdobje kontrola 0.02 % 0.06 % 0.17 % 0.5 % 1.5 % 
Mezovlakna 
1. –14. dan 2/25 3/25 0/25 0/25 1/25 2/25 
14. –28. dan 3/25 2/25 6/25 3/25 5/25 5/25 
Skupaj 5/25 5/25 6/25 3/25 6/25 7/25 
Mikrovlakna 
1. –4. dan 2/25 3/25 1/25 1/25 3/25 0/25 
14. –28. dan 2/25 1/25 4/25 4/25 5/25 4/25 
Skupaj 4/25 4/25 5/25 5/25 8/25 4/25 
 
 
Slika 15: Smrtnost rakov, izpostavljenih različnim koncentracijam mezovlaken in mikrovlaken (g/100 g suhe 
zemlje) in brez le-teh (kontrola) po 4 tednih izpostavitve. N = število mrtvih živali, št. izpostavljenih živali na 
posamezno skupino je N = 25 (5 testnih posod x 5 živali). 
  
Mezovlakna 
Mikrovlakna 
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4.3 REZULTATI PREHRANJEVANJA 
Izračunali smo stopnjo prehranjevanja rakov z listi navadne leske (Coryllus avelana) v 
štiritedenskem poskusu. Ugotovili smo, da prisotnost različnih koncentracij mikro-/mezovlaken 
v zemlji ni povzročila statistično značilnih (Mann-Whitney test, p < 0.05) razlik v stopnji 
prehranjevanja rakov v primerjavi s kontrolno skupino (slika 16). Pri mikrovlaknih smo sicer 
opazili trend zmanjševanja prehranjevanja v skupinah, izpostavljenih koncentracijam 
mikrovlaken ≥ 0.06 % w w-1, vendar pa razlike niso bile statistično značilne. Predvsem je bila 
najopaznejša razlika pri največji koncentraciji; 1.5% w w-1.   
 
 
Slika 16: Prehranjevanje (1.–28. dan poskusa) rakov v zemlji z različnimi koncentracijami mezovlaken in 
mikrovlaken (g/100 g suhe zemlje) in brez le-teh (kontrola). Škatle – kvartili, brki – vrednosti znotraj 1,5 
medkvartilnega razmika, ●– osamelci, □ – srednja vrednost. N = število živali, ki so preživele. Horizontalna 
črtkana črta predstavlja stopnjo prehranjevanja v drugem poskusu z mikrovlakni.  
  
Mikrovlakna Mezovlakna 
Dolar A. Vpliv mikroplastike na prehranjevanje ter rast kopenskih rakov enakonožcev po dolgotrajni izpostavitvi. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 
 
26 
 
4.4 REZULTATI KOLIČINE OGLJIKOVIH HIDRATOV PO 4-TEDENSKI 
IZPOSTAVITVI 
Količina ogljikovih hidratov rakov, izpostavljenih različnim koncentracijam mikro-
/mezovlaken, se ne razlikuje statistično značilno (Mann-Whitney test, p < 0.05) od kontrolne 
skupine (slika 17). 
 
Slika 17: Količina ogljikovih hidratov (COH) rakov v zemlji z različnimi koncentracijami mezovlaken in 
mikrovlaken (g/100 g suhe zemlje) in brez le-teh (kontrola). Škatle – kvartili, brki – vrednosti znotraj 1,5 
medkvartilnega razmika, ● – osamelci, □ – srednja vrednost. N = število analiziranih živali. 
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4.5 REZULTATI KOLIČINE LIPIDOV PO 4-TEDENSKI IZPOSTAVITVI 
Količina lipidov rakov, izpostavljenih različnim koncentracijam nezmletih mikro-/mezovlaken, 
se ne razlikuje statistično značilno (Mann-Whitney test, p < 0.05) od kontrolne skupine (slika 
18).  
 
Slika 18: Količina lipidov rakov v zemlji z različnimi koncentracijami mezovlaken in mikrovlaken (g/100 g suhe 
zemlje) in brez le-teh (kontrola). Škatle – kvartili, brki – vrednosti znotraj 1,5 medkvartilnega razmika, ● – 
osamelci, □ – srednja vrednost. N = število analiziranih živali. 
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4.6 REZULTATI KOLIČINE PROTEINOV PO 4-TEDENSKI IZPOSTAVITVI 
Količina proteinov rakov, izpostavljenih različnim koncentracijam nezmletih mikro-
/mezovlaken, se ne razlikuje statistično značilno (Mann-Whitney test, p < 0.05) od kontrolne 
skupine (slika 19).  
 
Slika 19: Količina proteinov rakov v zemlji z različnimi koncentracijami mezovlaken in mikrovlaken (g/100 g 
suhe zemlje) in brez le-teh (kontrola). Škatle – kvartili, brki – vrednosti znotraj 1,5 medkvartilnega razmika, ● – 
osamelci, □ – srednja vrednost. N = število analiziranih živali. 
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4.7 REZULTATI AKUTNEGA 48-URNEGA TESTA IZBIRE 
Test izbire ni pokazal statistično značilnih razlik (Mann-Whitney test, p < 0.05) v razporejanju 
rakov med zemljo z  različnimi koncentracijami mikrovlaken in brez le-teh (slika 20). To 
pomeni, da je bil delež živali na vsakem tipu zemlje, neonesnaženem in onesnaženem z 
mikrovlakni, primerljiv. Zaradi pomanjkanja mezovlaken nismo mogli izvesti izogibalnega 
testa s temi vlakni. Test izbire smo opravili tudi med najnižjo (35.6 %, N = 32) in najvišjo (64.4 
%, N = 58) koncentracijo mikrovlaken v zemlji.    
 
Slika 20: Izogibalni test rakov. Naloženi stolpci prikazujejo razmerje med deležem rakov v zemlji z zmletimi 
mikrovlakni (g/100 g suhe zemlje) in zemlji brez le-teh (kontrola). Prvi stolpec prikazuje razmerje »kontrola proti 
kontroli«, kjer smo testirali, ali raki izbirajo obe posodi naključno, če sta v njih enaki zemlji. N = število živali. 
Narisane so povprečne vrednosti ± standardna napaka. 
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5 RAZPRAVA 
V tem magistrskem delu smo proučevali vpliv mikrovlaken dolžine 0.015–1.288 mm in 
mezovlaken dolžine 11.81 ± 3.7 mm na kopenske rake P. scaber. Rezultati raziskave niso 
pokazali statistično značilnih razlik v prehranjevanju, količini energetskih rezerv, smrtnosti in 
izbirnem vedenju kopenskih rakov enakonožcev vrste P. scaber po štiritedenski izpostavitvi 
različnim koncentracijam (% w w-1) tekstilnih plastičnih mikrovlaken oziroma mezovlaken.  
 
Smrtnost poskusnih rakov po štiritedenskem poskusu se ni razlikovala statistično značilno od 
kontrolne skupine (slika 15). Zanimiv je predvsem povišan trend smrtnosti pri 0.5 % w w-1 
mikrovlaken v zemlji, ki pa ni bil statistično značilen. Glede na rezultate lahko trdimo, da 
izbrane koncentracije mikro-/mezovlaken in čas izpostavitve le-tem ne vplivajo na preživetje 
kopenskih rakov enakonožcev. Tudi Hämer in sod. (2014) niso opazili povečane smrtnosti 
morski rakov enakonožcev (Idotea emarginata), hranjenih 6 tednov z mikroplastiko 
(polistirenski delci 1–100 µm; konc. 1.2 – 12 % w/w in poliakrilna vlakna 20–2500 µm, konc. 
0.03 % w/w). Nasprotno pa so Lwanga in sod. (2016) pokazali 8–25 % smrtnost deževnikov 
(L. terrestris) pri 60-dnevni izpostavitvi koncentracijam (28, 45 in 60 % w/w) mikroplastike 
(PET, < 150 µm), medtem ko pri 14-dnevnem poskusu ni bilo mrtvih živali pri nobeni 
koncentraciji mikroplastike (0, 7, 28, 45 in 60 % w/w). Razvidno je, da so uporabili mnogo 
višje koncentracije, kot smo jih mi, in tudi čas trajanja poskusa je bil mnogo daljši.  
 
Ugotovili smo, da prisotnost mikro-/mezovlaken v zemlji ne vpliva na prehranjevanje 
kopenskih rakov enakonožcev (slika 16). Po štirih tednih poskusa nismo opazili statistično 
značilnih razlik v količini zaužite hrane. Vendar pa smo opazili trend zmanjševanja 
prehranjevanja rakov pri skupinah, izpostavljenih koncentracijam mikrovlaken ≥ 0.06 % w w-
1, čeprav razlike niso bile statistično značilne. Še posebno velik upad prehranjevanja je bil pri 
najvišji koncentraciji mikrovlaken v zemlji (1.5 % w w-1). Opravili smo tudi analizo 
prehranjevanja rakov po prvih dveh tednih poskusa ter ugotovili, da je bilo prehranjevanje 
rakov, izpostavljenih najvišji koncentraciji mikrovlaken v zemlji, statistično značilno nižje od 
kontrolne skupine (slika 16). Crepulja (2016) je v diplomski nalogi pokazala, da kopenski raki 
P. Scaber ne kažejo spremembe v prehranjevanju po dvotedenski izpostavitvi nizki 
koncentraciji (0.4 % w w-1) mikroplastike v zemlji, in predlaga višje koncentracije. Tudi pri 
biserni ostrigi (Pinctada margaritifera), izpostavljeni različnim koncentracijam (0, 0.25, 2.5 in 
25 µg/L) polistirenske mikroplastike (velikost 6 µm in 10 µm) v vodi (Gardon in sod., 2018), 
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in rakih enakonožcih  I. emarginata (hranjenih 6 tednov z mikroplastiko (polistirenski delci 1–
100 µm; konc. 1.2–12 % w/w in poliakrilna vlakna 20–2500 µm, konc. 0.03 % w/w) Hämer in 
sod., 2014) niso opazili spremembe v prehranjevanju.  Nasprotno pa so Watts in sod. (2015) 
ugotovili, da se pri rakih Carcinus maenas po kronični štiritedenski izpostavitvi 0.3 do 1.0 % 
w/w polipropilenskih mikrovlaken (dolžine 1–5 mm) v zemlji zmanjša prehranjevanje. Na 
podlagi naših rezultatov in poskusov drugih raziskovalcev bi lahko trdili, da so odzivi poskusnih 
organizmov vrstno specifični in odvisni od dolžine izpostavitve ter koncentracij  in tipa 
mikroplastike.  
 
Rake smo po štirih tednih stehtali in primerjali začetno ter končno povprečno maso skupine, pri 
čemer smo upoštevali smrtnost med potekom poskusa. Ugotovili smo, da med skupinami rakov, 
izpostavljenih različnim koncentracijam mikro-/mezovlaknom v zemlji, ni bilo statistično 
značilnih razlik v povprečni masi (slika 13 in 14). Ti rezultati so v skladu s podatki, ki smo jih 
pridobili za količino požrte hrane. Tudi prehranjevanje rakov v onesnaženi zemlji namreč ni 
bilo statistično različno od neonesnažene zemlje.  
 
Glede na podatke v literaturi smo pričakovali, da bo količina energetsko bogatih molekul 
(ogljikovi hidrati, lipidi in proteini) rakov enakonožcev po kronični izpostavitvi mikrovlaknom 
spremenjena. Wright in sod. (2013) so namreč pri morskih črvih (Arenicola marina) po kronični 
štiritedenski izpostavitvi mikroplastiki (konc. 0–5 % w/w) odkrili, da zmanjšana stopnja 
prehranjevanja lahko vpliva na izčrpanost energetskih rezerv. Vendar pa v naši študiji nismo 
opazili statistično značilnih razlik v nivoju energetskih zalog (slika 17, 18 in 19). Odsotnost 
sprememb energetskih rezerv v naši študiji se sklada z rezultati prehranjevanja, kjer tudi nismo 
opazili razlik v primerjavi s kontrolo. Podoben odziv je bil ugotovljen že v omenjeni diplomski 
nalogi (Crepulja, 2016), v kateri po dvotedenski izpostavitvi rakov P. scaber ni bilo razlik v 
količini energetskih zalog.  
 
Rezultati testa izbire kot presejalnega testa (Louriero in sod., 2005; Zidar in sod., 2005), s 
katerim smo preverjali izbiro rakov enakonožcev med neonesnaženo zemljo in onesnaženo z 
mikrovlakni, niso pokazali statistično pomembne razlike (slika 20). Iz tega sklepamo, da je 
razporejanje rakov med onesnaženo in neonesnaženo zemljo povsem naključno. V širšem 
kontekstu to nakazuje, da v tem primeru habitatna funkcija dekompozicije rakov ne bi bila 
zmanjšana. Vendar pa bi bilo zanimivo proučiti tudi, ali se kakšna preferenca ali izogib zemlji, 
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onesnaženi z mikro-/mezovlakni, pokaže po dolgotrajni izpostavitvi. Omenjeni test izbire z raki 
enakonožci je bil v preteklosti že večkrat uporabljen in predlagan kot učinkovito orodje za 
testiranje vpliva onesnaževal na kopenske organizme. Tako se kopenski raki zelo izrazito 
izogibajo zemlji, onesnaženi z industrijsko proizvedenim ogljem (Madžarić in sod., 2017 ), 
kovinami (Zidar in sod., 2005) in veterinarskimi zdravili (Zidar in sod., 2012; Žižek in Zidar, 
2013). 
 
Eden izmed ciljev te študije je bil tudi proučiti, ali obstaja razlika med vplivi mikro- in mezo-
vlaken. Nekateri avtorji namreč predlagajo, da je podobno kot v primeru nanomaterialov 
smiselno pričakovati, da bodo manjši delci imeli večji vpliv kot večji delci zaradi večjega 
razmerja med površino in volumnom v primeru manjših delcev (Bouwmeester in sod., 2015). 
V primeru vlaken težko predvidimo, ali bo učinek različen, saj sta oba tipa vlaken relativno zelo 
velika glede na velikostni razred nanomaterialov (< 100 nm) (mikrovlakna dolžine 15–1300 
µm, mezovlakna dolžine cca. 12 mm). Ni pričakovati, da bi vlakna takšnih velikosti lahko 
prešla črevesne bariere pri rakih. Lahko pa bi predvidevali, da bi krajša vlakna lažje 
poškodovala črevesni epitel kot daljša in da so krajša vlakna rakom dostopnejša. Po drugi strani 
daljša vlakna najbrž predstavljajo večjo površino za adsorpcijo mikroorganizmov ali hranil v 
črevesju, kar bi lahko bila dva izmed verjetnejših posrednih vplivov na organizem. Vsekakor 
so to le domneve in jih je potrebno eksperimentalno dokazati.  
 
V štiritedenskem poskusu smo testirali širok razpon koncentracij in tudi najvišje koncentracije 
mikro-/mezovlaken so bile zelo visoke, a kljub temu nismo zaznali statistično značilnih 
sprememb v merjenih odzivih kopenskih rakov enakonožcev vrste P. scaber. Določen trend v 
prehranjevanju rakov v zemlji z mikrovlakni je opazen, podobno tudi v smrtnosti živali pri 
koncentraciji 0.5 % w w-1 mikrovlaken v zemlji. S podaljšanjem trajanja poskusa bi lahko 
preverili, ali bi se trenutni trendi izrazili v statistično značilnih odzivih po dolgotrajni 
izpostavitvi, daljši od štirih tednov. Vendar pa je v primeru podaljšanja testa vprašljivo 
preživetje teh rakov, kar se je izkazalo tudi s povečevanjem smrtnosti rakov v drugem delu 
naših poskusov. V nadaljevanju predlagamo tudi izvedbo dodatnih študij, kjer bi proučevali 
tudi druge pokazatelje kvarnih subletalnih učinkov, kot so npr. spremembe v aktivnosti 
encimov, povezanih z detoksifikacijo, antioksidativno obrambo, ali pa npr. imunski odziv. Tudi 
te spremembe dolgoročno lahko imajo kvarne učinke na organizme. 
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Kot smo omenili v uvodu, je trenutno zelo malo podatkov o vplivu tekstilnih mikrovlaken na 
organizme. Rezultati magistrske naloge bodo tako pripomogli k razumevanju potencialnih 
kvarnih učinkov na kopenske in tudi druge organizme. Kljub temu da v nalogi nismo pokazali 
kvarnih učinkov izbranih  koncentracij vlaken ter v danem času izpostavitve, to ne pomeni, da 
niso kvarna za druge organizme ali pod drugimi testnimi pogoji. Lahko pa vseeno zaključimo, 
da ta študija in delo Crepulje (2016) kažejo, da ta mikro- in mezovlakna niso zelo strupena za 
kopenske rake. Ti testni organizmi so bili namreč v določenih študijah, kjer so uporabljali druge 
tipe onesnaževal, prizadeti že po dvotedenski izpostavitvi. Tako so npr. opazili, da je imel P. 
scaber po tridnevnem poskusu hranjenja z listi navadne leske (Corylus avellana), prevlečenimi 
s titanovim dioksidom (15 nm), prizadeto aktivnost antioksidacijskih encimov (katalaza in 
glutation-S-transferaza) v prebavnih žlezah, nasprotno pa se masa, stopnja prehranjevanja in 
preživetje živali niso spremenili (Jemec Kokalj in sod., 2008). V dvotedenskem poskusu z 
insekticidom imidakloprid (0–50 µg/g suhih listov navadne leske) na juvenilnih in odraslih 
živalih P. scaber so Drobne in sod. (2008) ugotovili, da insekticid vpliva na zmanjšano prirast 
telesne mase in stopnjo prehranjevanja juvenilnih živali ter zmanjšano stopnjo prehranjevanja 
in tanjšanje prebavnega epitela odraslih živali. 
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6 SKLEPI 
Rezultate štiritedenske izpostavitve rakov enakonožcev vrste Porcellio scaber mikrovlaknom 
oziroma mezovlaknom v zemlji lahko strnemo v naslednjih točkah: 
– Smrtnost rakov enakonožcev v onesnaženi zemlji ni statistično značilno višja. Opazen 
pa je trend povečane smrtnosti pri 0.5 % w w-1 mikrovlaken v zemlji, a ni statistično 
značilen.  
 
– Prisotnost mikro-/mezovlaken v zemlji ne vpliva na spremenjeno prehranjevanje rakov. 
Trend zmanjšanega prehranjevanja, ki pa ni statistično značilen, se kaže pri 
koncentracijah mikrovlaken v zemlji ≥ 0.06 % w w-1. Še največji upad prehranjevanja 
je pri najvišji koncentraciji mikrovlaken v zemlji (1.5 % w w-1).  
 
– Spremenjena povprečna masa rakov (rast), izpostavljenih različnim koncentracijam 
mikro-/mezovlaken v zemlji, se ne razlikuje statistično pomembno od kontrolne 
skupine. 
 
– Kronična izpostavitev rakov v zemlji, onesnaženi z mikro-/mezovlakni, ne vpliva na 
spremenjen nivo energetskih zalog. 
 
– Razporejanje rakov med neonesnaženo in onesnaženo zemljo z mikrovlakni je povsem 
naključno. 
 
– Predlagali bi še dolgotrajnejšo izpostavitev (npr. 5–6 tednov) in spremljanje dodatnih 
laboratorijsko merljivih odzivov poskusnih organizmov. 
 
– Naša študija ni pokazala razlik med vplivi mikro- in mezovlaken na kopenske rake.  
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7 POVZETEK 
Onesnaženost okolja z mikroplastiko je globalni problem, ki se ga ob samem začetku množične 
proizvodnje plastičnih materialov nismo zavedali, danes pa ugotavljamo vse več negativnih 
vplivov na kopenske, morske in sladkovodne organizme. Tekstilna plastična mikrovlakna (tako 
imenovana mikrovlakna), ki nastajajo iz sintetičnih oblačil oziroma makroplastike (Dris in sod., 
2016a), so ena izmed pogostejših oblik mikroplastike, ki se kopiči v okolju. Trenutno v literaturi 
obstaja malo podatkov o vplivu mikroplastike oziroma mikrovlaken na kopenske organizme. 
Zato je bil namen magistrskega dela proučiti vpliv mikrovlaken kot tudi tekstilnih plastičnih 
mezovlaken (tako imenovana mezovlakna) na kopenske rake enakonožce vrste Porcellio 
scaber Latreille po dolgotrajni štiritedenski izpostavitvi.  
 
V nalogi smo spremljali smrtnost, prehranjevanje in nivo energetskih zalog (ogljikovi hidrati, 
lipidi, proteini) kopenskih rakov enakonožcev, izpostavljenih zemlji z mikro/mezovlakni, ter 
pojav izbirnega vedenja pri rakih, izpostavljenih neonesnaženi in onesnaženi zemlji z 
mikrovlakni. Izbrane koncentracije (0, 0.02, 0.06, 0.17, 0.5 in 1.5 % w w-1) mikrovlaken (15–
1288 µm) in mezovlaken (11.81 ± 3.7 mm) v zemlji niso vplivale statistično pomembno na 
merjene odzive poskusnih organizmov. Opazili pa smo statistično neznačilen trend povečane 
smrtnosti pri koncentraciji 0.5 % w w-1 mikrovlaken v zemlji in upadanja prehranjevanja 
kopenskih rakov enakonožcev pri koncentracijah mikrovlaken v zemlji ≥ 0.06 % w w-1. 
Največji upad prehranjevanja je bil pri najvišji uporabljeni koncentraciji mikrovlaken v zemlji 
(1.5 % w w-1).  
 
Zaključujemo, da uporabljena mikrovlakna in mezovlakna, izbrane koncentracije ter čas 
trajanja poskusa niso negativno vplivali na kopenske rake enakonožce vrste P.scaber. Zaradi 
variabilnosti oblike plastičnih ostankov v okolju, ki se kopičijo in razpadajo na manjše delce, 
tudi mikroplastiko, bi bilo smotrno preveriti njihov vpliv po še daljši kronični izpostavitvi in 
pri višjih koncentracijah. Proučiti pa bi bilo potrebno tudi, ali ima izpostavitev mikrovlaknom 
vpliv na druge subletalne procese v rakih.  
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